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7.研究成果
亜盆且盤
1935年、 H.A. KrebsによってDーアミノ酸オキシダーゼは発見され
たが、以来、その生理的意義は不明である。本酵素の晴乳動物での脳内
分布は脳幹・小脳・脊髄に限局していることが生化学的に示され、また、
自殺基質であるDープロパルギルゲリシンの投与によって、痘撃が誘発
される。これらの事実は中枢神経系の機能に本酵素が関与している可能
性を示唆している。一方、システアミンなどのアミンとグリオキシル酸
との脱水縮合物〈たとえば、チアゾリジンー 2ーカルボン酸〉が生理的
基質であると最近報告され、また、システアミンの抗インスリン作用も
示唆されている。
したがって、本研究では、組織化学的方法によって哨乳動物の中枢神
経系における本酵素の詳細な分布を調べ、かっ、細胞の種類を同定し、
本酵素とチアゾリジンー 2ーカルボン酸との関係を調べ、神経解剖学と
神経生化学の両面から本酵素の生理的意義の解明をめざす。
亜2盛塁
( 1) 0ーアミノ酸オキシダ}ゼ活性の酵素組織化学的検出法の開発
腎臓皮質からのDーアミノ酸オキシダーゼに関する酵素化学的研究は
活発になされているが、中枢神経系における本酵素の神経解剖学的およ
び神経生化学的研究は非常に少ないのが現状である。これは本酵素を組
織化学的に鋭敏に検出するための適当な方法がなかったこと、および、
脳における比活性は腎臓と比較して低いことによる。このため、晴乳動
物の小脳における本酵素の組織化学的分布および含有細胞の種類の同定
には矛盾した報告がなされている。
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そこで、我々は本酵素の組織内含量を高感度に定量すべく、まず酵素
免疫測定法 (enzymeimmunoassay法〉を開発し(参考資料 1，14頁〉、
本法を用いて各種の晴乳動物の種々の組織での本酵素の含量・分布を免
疫化学的に調べたく生化学 56， 951， 1984 )。次に、本酵素の免疫組
織化学的研究への本法の応用を計画した。
一方、本酵素は細胞内ではベルオキシソームに含まれているので、上
の免疫化学的研究と並行してラット腎臓のベルオキシソーム中の本酵素
の反応動力学的性質を検討した。その結果、ベルオキシソーム中の酵素
の基質や措抗阻害剤に対する親和性は、遊離の酵素に比べ非常に高いこ
とが判明した〈参考資料2，23頁〉。
その頃、組織化学の分野において非常に鋭敏な過酸化水素の検出法と
して、金属イオン共存下でのベルオキシダーゼ反応による共役過酸化法
が開発された。この方法は上の免疫組織化学的方法と比較して、操作が
簡便であり、経済的で、時間的にも有利であり、さらに組織切片の形態
学的保存もよい。しかも、光学顕微鏡のみならず電子顕微鏡にも適用で
きる特色をもっている。
したがって、この金属イオンを用いる共役過酸化法を本酵素がベルオ
キシソーム中に存在している状態 (insitu )で用いれば、組織化学的
に本酵素を高感度に検出することができょう。そこで、ラットの腎臓・
肝臓・脳の未固定ならびに固定切片を用いてニッケルイオンを用いる共
役過酸化法の適用を試み、その方法を確立した〈参考資料3，29頁〉。
下にその原理と反応液の組成を示しである。
Hlstochemlcal Detectlon 01 p-Amlno Acld Oxldase by 
the Coupled Peroxldatlon Melhod Involvlng Nlckel lons 
D-Amino Acld 
Oxldase 
D-Amlno Acid + H.O i寸a-Ke…+川
O. H.O. 
…e……←_j_3.3・…enzldi問
and Cycllzatlon of DAB ~orse~a.dish (DAB) 
Peroxldase 
+Nドτ
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Hlstochemlcal 51alning 
Incubatlon Medlum 
(0%h dhfl{T G1H川1
0.005% 3.3'-dlami加nobenz討idi加nelel甘rah、ydroch刷、叫lor吋ide
O.口65%sodlum azlde 
0.6% nlckel 町 nmonlumsullale 
22 mM O-prollne or 28 mM D-alanine 
In 0.05 M Tris-HCI， pH 7.6 
Unflxed secllons， 31・C，2 hr 
Fixed secllons， 20・C，12-16 hr 
(2)ラット中枢神経系におけるDーアミノ酸オキシダーゼ活性の分布
ニッケルイオンを用いる鋭敏な共役過酸化法によって、ラット全脳で
の本酵素の神経解剖学的分布を、連続固定切片を用いて光学顕微鏡下に
組織化学的に調べた。
本酵素は終脳には全く分布せず、間脳にもほとんど活性はなく、中脳
以下の下位脳幹・小脳・脊髄のみに限局していた(下図参照〉。活性を
示す細胞はベルクマン腸細胞と星状勝細胞のグリア細胞であり、ニュー
ロン成分には本酵素は全く存在しなかった。
小脳では皮質の方が髄質よりも強い活性を示し、分子層ではベルクマ
ン豚細胞 (Bergmanngl ial cell = Golgi epithel ial cell )の突起に
強い活性を認めた。プルキンエ細胞は全く活性を示さなかった。頼粒層
や白質では星状腸細胞のみに活性を認めた。中脳ではほとんど被蓋のみ
に活性を認め、特に赤核が濃密に染色されたが、細胞は星状昭細胞であ
った〈参考資料3，29頁)。
これらの結果から、星状腸細胞の脳内での部位的分化および細胞内頼
粒ベルオキシソームの酵素分布の不均一性が明らかになった。
因みに腎臓では近位尿細管細胞に本酵素は分布し、肝臓では中心静脈
周辺部よりも小葉周辺部の肝細胞の方が強い活性を示した。
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(3)ラット小脳におけるDーアミノ酸オキシダーゼ活性の局在の電子
顕微鏡的研究
ラット小脳で本酵素活性老示す細胞はベルクマン腹細胞と星状躍細胞
のみであり、ニューロン成分・内皮細胞・上衣細胞は全く活性を示さな
かった。
分子層では、プルキンエ細胞の樹状突起と平行線維とのシナプスの周
囲のベルクマン腸細胞の突起に強い活性を認めた。また、ゴルジ細胞の
樹状突起への各種ニューロンの終末の周囲の腹細胞にも本酵素は分布し
ていた。
プルキンエ細胞層では、プルキンエ細胞の細胞体やその軸賓の反団側
副枝の終末および龍細胞の軸索やその終末を取り囲むベルクマン腸細胞
の突起に本酵素活性を認めた。
願粒層では、小脳糸球を取り囲む星状腹細胞の突起に本酵素は分布し、
特に小脳糸球中のコ'ルジ、細胞の終末の外側にしばしば強い活性を認めた。
このように、本酵素の強い活性は各種シナプスの周囲のグリア細胞の
突起に存在していた。このことから、本酵素はこれらシナプスを機能の
点において隔離区画化する役割を担っているという可能性が示唆された
〈参考資料4，41頁〉。
(4)チアゾリジンー 2ー カルボン酸オキシダーゼ活性の組織化学的検
出
Dーアミノ酸オキシダーゼ活性の組織化学的検出法 ー
...S， . COO 
〈ニッケルイオンを用いる共役過酸化法〉をチアゾl} (' 、H
ジンー 2ーカルボン酸オキシダーゼ活性の組織化学的 ¥ . ，{ ~NH 
検出のために適用した。すなわち、 Dーアミノ酸 (0
ーアラニンやDープロリン〉のかわりにチアゾリジンー 2ーカルボン酸
〈右上図〉の存在下に、ラットの腎臓・肝臓・脳の切片を用いて種々の
条件下で検討し、このオキシダーセ、活性の検出法を確立した。
その結果、腎臓では皮質のみに活性を認め、髄質には活性はなかった。
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肝臓では中心静脈周辺部よりも小葉周辺部の肝細胞の方が強い活性を示
した。小脳では皮質の方が髄質よりも強い活性を示した。これらオキシ
ダーゼ活性の分布はDーアミノ酸オキシダーゼの分布と一致していた。
(5)システアミンや類縁化合物の薬理作用および代謝調節作用
イヌの単離血管〈脳底動脈や冠動脈など〉の収縮拡張系〈特に平滑筋
細胞〉に対するシステアミンやその類縁化合物の作用を調べ、これら化
合物がカルシヴムイオンの動態に関与することを明らかにした〈生化学
59， 892， 1987 )。また、アラキドン酸カスケードに対する生理作用に
闘しでも興味深い結果を得ている。
(6)システアミンや類縁化合物の分析定量
システアミン、チアゾリジンー 2ーカルボン酸、これらの類縁化合物‘
および、これらの代謝物質の分析については高速液体クロマトグラブイ
ー法〈蛍光法や電気化学的検出法〉ならびに酵素的分析法によって、目
下進行中である。特に上記の化合物の同時分析をめざしている。
(7) Dー アミノ酸オキシダーゼの自己会合系の熱力学的解析
D-アミノ酸オキシダーゼはサプユニットの自己会合系として存在し
しかも単量体と多量体とでは活性〈ミカエリス定数や比活性定数〉が異
なる。そこで生理的基質に対する活性の調節機構(四次構造との関係〉
の解明、および、細胞内頼粒ベルオキシソームやミクロベルオキシソー
ムへの本酵素の輸送機構の研究の基礎として、本酵素のサプユニットの
解離会合平衡系の詳細な熱力学的解析を行った。
すなわち、低角レーザー光散乱法による見かけの重量平均分子量の濃
度依存性のデータの解析から、アボ酵素の会合機構は単量体が単位とな
ってランダムに会合するモデル (isodesmicindefinite self-associa-
tion of the monomer)で説明され、 ホロ酵素の場合には2重体が会合
-10・
の単位となってランダムに会合するモデル (thedimerization of the 
monomer and isodesmic indefinite self-association of the dimer) 
が最適であった。この結果は、アボ酵素とホロ酵素とで、その会合機構
が異なる初めての報告であるく参考資料5，6; 51頁， 59頁〉。
(8)フラビンとタンパク質との相互作用
Dーアミノ酸オキシダーゼはFADを補酵素とするフラビン酵素であ
り、したがってその活性発現にはフラビン〈ビタミンB2 )が必須であ
る。このフラビンは自己会合系として存在していて、血管から脳への輸
送過程やアポ酵素への結合過程においてこのリガンドの会合現象は重要
である。そこで、このような系の理論的解析や実験的研究を行い、自己
会合するリガンドのタンパク質への結合において、見かけの協同性があ
らわれることを明らかにした(参考資料7，66頁; 生化学 59，498， 
1987 ; 生化学 59，822， 1987)。
(9) Dーアミノ酸オキシダ}ゼの生理的意義の考察と今後の研究展開
鴫乳動物のベルオキシソームには、ーフラビン酵素であるDーアミノ酸
オキシダーゼ (FAD) ・Dーアスパラギン酸オキシダーゼ (FAD) 
・Lーαーヒドロキシ酸オキシダーゼ (FMN)が存在している。 G.
A. Ham i I tonらは、 SH化合物とグリオキシル酸との縮合物がこれらフ
ラピン酵素の基質となることを見いだした。これら縮合物は代謝されて
oxalyl thiol ester (R-S~CO ・ COOH) となりうる。したがって、上の 3
つのフラビン酵素はよく似た生理機能を担っている可能性が考えられる。
D-アミノ酸オキシダーゼの場合、システアミンとグリオキシル酸と
の脱水縮合物であるチアゾリジンー 2ーカルボン酸が生理的基質である
と考えられ(次頁〉、その生成物の加水分解物は oxalyl thiol ester 
であり、この化合物は代謝的に抗インスリン作用を示す metabolic ef-
fectorである。一方、システアミン自身、神経伝達物質やホルモンの減
少作用・脊髄でのグリシンの取込みの抑制作用・抗インスリン作用・ガ
?? ? ?? ? ?• 
ン細胞の拒絶作用・放射線保護作用・十二指腸潰蕩の惹起作用・シスチ
ン蓄積症の治療薬など多岐にわたる作用を示す。
+ 
cysteamlne 
o 
" c ，/ '，..，..，..-H.. 'COO 
glyoxylate 
。えcod-CFFgcyえH
(5)ー thiazolidine-2-
carboxylate 
(R)ー thiazolldine-2-
carboxylate 
さて、本研究から晴乳動物〈ラット〉の中枢神経系においてDーアミ
ノ酸オキシダーゼは中脳以下の下位脳幹・小脳・脊髄に限局していた。
含有細胞は星状腸細胞〈ベルクマン腹細胞を含む〉であり、電子顕微鏡
による観察から、特にシナプスを取り囲むグリア細胞の突起に強い活性
があった。そして、本酵素活性の分布とチアゾリジンー 2ーカルボン酸
オキシダーゼ活性の分布はー致していた。さらに、予備実験からD アー
ミノ酸オキシダーゼ活性が認められない終脳や間脳にDーアスパラギン
酸オキシダーゼ活性が存在するという結果を得ている。
これらの結果から、脳内で星状腸細胞が部位的に分化していること、
および、ベルオキシソームは酵素分布の点において不均一であることが
明らかになった。そして、本酵素は metabolic effectorであるシステ
アミンの代謝や oxalylthiol esterの生成に関与し、代謝調節や細胞
応答に寄与している可能性が考えられる。特にシナプスの周囲のグリア
細胞の突起に活性が強いことは示唆的である。
今後、本酵素を含めてベルオキシソーム中に存在するフラビン依存性
オキシダーゼの生理的役割を、システアミンなどSH化合物や oxalyl
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thiol esterの生理作用との関連において、組織学・生理学・生化学・
薬理学の面から多角的かつ総合的に研究することが重要である。
最後に、今回の文部省科学研究費補助金の交付に対し、深く感謝致し
ます。
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